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(57) Abstract 

A mutated glyphosate resistance gene of 5-enol pyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) including at least one substitution 
of threonine 102 by isoleucine, and useful for producing glyphosate-rcsi stent transformed plants, is disclosed. 

(57) Abrege* 

Gene de resistance au glyphosate. 1) Gene mute* de resistance au glyphosate. 2) Gene EPSPS comprenant au moins une substitution 
de la Thr6onine 102 par 1' isoleucine. 3) II est utilisable pour Tobtention de plantes transformees rtsistantes au glyphosate. 
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5-enol pyruvylshikimate-3-phosphate synthase mutee, gene codant pour cette 
proteine et plantes transformees contenant ce gene. 

La presence invention concerae une nouvelle 5-enol pyruvyIshikimate-3-phosphate 
5 synthase (ou EPSPS), qui presente une tolerance accrue vis a vis des herbicides inhibiteuis 
competitifs vis a vis du phosphonoenolpyruvate (PEP) de 1'activite EPSPS. Cette EPSP 
synthase plus tolerante presente au moins une substitution "Threonine par Isoleucine". Elle 
concerne egalement un gene codant pour une telle proteine, des cellules v6g£taies 
transformees par des constructions genes chimires contenant ce gene, les plantes 
10 regenerees a partir de ces cellules ainsi que les plantes issues de croisement utilisant ces 
plantes tranformdes. 

Le giyphosate, ie sulfosate ou la fosam&ine sont des herbicides systJ&niques k large 
spectre de la famille des phosphonom&hylglycines. Us agissent essentiellement comme 
inhibiteurs compdtitifs de la 5-enol pyru vy lshikimate-3 -phosphate synthase (EC 2.5. LI 9) 
15 ou EPSPS vis a vis du PEP(phosphoenolpyruvate). Aprts leur application sur la plante, ils 
sont vehicutes dans la plante od ils s'accumulent dans les parties k croissance rapide, 
notamment les apex caulinaires et racinaires, provoquant l'alteration jusqu'i la destruction 
des plantes sensibles. 

L'EPSPS plastidiale, cible principale de ces produits est une enzyme de la voie de 
20 biosynthfcse des acides amines aromatiques, qui est codde par un ou des g6nes nucldaires et 
synthdtis^e sous forme d'un precurseur cytoplasmique puis importee dans les plastes oi elle 
s'accumule sous sa forme mature. 

La tolerance des plantes au giyphosate et aux produits de la femille est obtenue par 
introduction stable dans leur genome d'un g£ne dEPSPS d'origine v^g&ale ou bacterienne 
25 mutte ou non quant aux caract&istiques d'inhibition par le giyphosate du produit de ce 
g£ne. Etant donn6 le mode d f action du giyphosate et le degri de tolerance au giyphosate du 
produit des gfenes utlis6s, il est intiressant de pouvoir exprimer le produit de la traduction 
de ce gine de fa? on a permettre son accumulation importante dans les plastes. 

II est connu, par exemple d'aprfes le brevet am6ricain 4 535 060, de confdrer a une 
30 plante une tolerance & un herbicide du type ci-dessus, en particulier la N- 
phosphonomfthylglycine ou giyphosate, par introduction dans le genome des plantes d'un 
g£ne codant pour une EPSPS portant au moins une mutation rendant cette enzyme plus 
r&istante A son inhibiteur comp6titif (le giyphosate) aprfcs localisation de Tenzyme dans le 
compartiment plastidial. Ces techniques demandent cependant k fetre am6Iiorees pour 

;.::;.a;,,; ' ..... .. .. . , . : . i iiiitt _ 

, ^resent:- . . jrinu;,. :i:cn, ;\. anu ..ruanisini .uumccnuiaiu 

differencie capable de photosynthese et par "cellule vegctale' toute cellule issue dune 
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plante et pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals ou des tissus 
diffSrencies tels que des embryons ou des parties de plantes ou des semences. 

La presente invention a pour objet la production de plantes transformees ayant une 
tolerance accrue aux herbicides de la famille des phosphonomethylglycines par 
regeneration de cellules transformees a l'aide de nouveaux genes chimeres comportant un 
gene de tolerance a ces herbicides. 

L'invention a egalement pour objet un gene chimere pour conferer aux plantes une 
tolerance accrue vis a vis d'un herbicide ayant pour cible 1'EPSPS, comprenant, dans le sens 
de la transcription: une zone promotrice, eventuellement une zone peptide de transit, une 
sequence d'un gene codant pour une enzyme de tolerance au glyphosate et une zone signal 
de polyadenylation non traduite en 3', caracterise en ce que le gene de tolerance au 
glyphosate comporte, par rapport au gene dont il est derive; une substitution "Threonine 
102 par Isoleucine" dans la zone "aroA"(EPSPS). De maniere preferee, elle comprend en 
outre, dans la mftne zone une substitution "Proline 106 par Serine". Ces substitutions 
peuvent etre introduites, ou etre presentes, dans une sequence d'EPSPS d'origine 
quelconque: notamment veg6tale, bactenenne, d'algues ou de champignon. 

Les peptides de transit utilisables dans la zone de peptide de transit peuvent 6tre en soi 
connus, d'origine vegetale, par exemple issus de mais, de toumesol, de pois, de tabac ou 
autres. Le premier et le second peptide de transit peuvent identiques, analogues ou 
differents. Ds peuvent en outre comprendre chacun une ou plusieurs unites peptide de 
transit selon la demande de brevet europeen EP 0 508 909. Cette zone camctemtique a 
comme r61e de permettre le relargage d'une proteine mature et native, et en particulier 
1'EPSPS mutec ci-dessus, avec une efficacit6 maximale dans le compartiment plasmidique. 

La zone promotrice du gene chimere selon 1'invention peut etre composee 
avantageusement d'au moins un promoteur ou un fragment d'un promoteur de gene 
s'exprimant naturellement dans les plantes...(tabuline, introns actine, histone). 

la zone signal de tenninaison de la transcription non traduite en 3' du gene chimere 
peut etre d'origine quelconque, par exemple bactenenne telle que celle du gene de la 
nopaline synthase, ou vegetale telle que celle du gene histone H4A748 d' Arabidopsis 
thaliana selon la demande de brevet europeen (demande europeenne 633 3 1 7). 

Le gene chimere selon 1'invention peut comprendre, en plus des parties essentielles ci- 
dessus, au moins une zone mterme^iaire non traduite (linker), qui peut etre localises cntre 
les difKrentes regions transcrites decrites ci-dessus. Cette zone intermidiaire peut fitre 
d'origine quelconque, par exemple bactenenne, virale ou v6g(*tale. 
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Isolement d'un ADNc codant pour une EPSPS de mab: 

Les differentes etapes, qui ont conduit a l'obtention de l'ADNc d'EPSPS de mais, qui a 
servi de substrat a introduction des deux mutations, sont decrites ci-dessous. Toutes les 
operations decrites ci-dessous sont donnees a titre d'exempies et correspondent a un choix, 
effectue parmi les dirKrentes methodes disponibles pour parvenir au meme resultaL Ce 
choix n'a aucune incidence sur la quality du rtsultat et par consequent, toute methode 
adaptee peut etre utilisee par l'homme de l'art pour parvenir au meme resultat. La plupart 
des methodes d'ingenierie des fragments d'ADN sont decrites dans "Current Protocols in 
Molecular Biology" Volumes 1 et 2, Ausubel F.M. et al , publies par Greene Publishing 
Associates et Wiley -Interscience (1989)(Par la suite, les references a des protocoles decrits 
dans cet ouvrage seront notees "ref. CPMB"). Les operations concemant l'ADN. qui ont 6te 
effectuees selon les protocoles decrits dans cet ouvrage sont, en particulier les suivantes: 
Ugation de fragments d'ADN, traitements par l'ADN polymerase de Klenow et la T4 ADN 
polymerase, preparation d'ADN de plasmides et de bacteriophages X soit en 
minipreparation soit en maxi preparation, analyses d'ADN et d'ARN respectivement selon 
les techniques de Southern et Northern. D'autres methodes decrites dans cet ouvrage ont dte 
suivies, et seules les modifications ou ajouts significatifs a ces protocoles ont 6ti decrits ci- 
dessous. 



Eiemnlelt 

1. Obtention d'un fragment d'EPSPS d' Arabidopsis thaliana 

a) deux oligonucleotides 20-mers de sequences respectives: 
5'- GCTCTGCTCATGTCTGCTCC -3' 

5'- GCCCGCCCTTGACAAAGAAA- 3' 
ont et6 synthetics a partir de la sequence d'un gene d'EPSPS d'Arabidopsis thaliana 
(Klee H.J. et al. (1987) Mol. Gen. Genet, 210, 437-442). Ces deux oligonucleotides sont 
respectivement en position 1523 a 1543 et 1737 a 1717 de la sequence publiee et en 
orientation convergente. 

b) L'ADN total $ Arabidopsis thaliana (var. Columbia) a 6t6 obtenu chez Clontech 
(reference catalogue: 6970-1) 

c) On melange 50 nanogrammes(ng) d'ADN avec 300ng de chacun des 
oligonucleotides et soumis a 35 cycles d'amplification avec un apparcil Perkin-Elmer 9600, 
dans les conditions de milieu standard pour I'amplification preconisdes par le foumisseur. 
Le fragment de 204pb resultant constitue fe fragment d'EPSPS d' Arabidopsis thaliana 



. oustruatoii u unt uibliotoeque u un ,yL>i>l a pann u unt ngnt ceiiuiairt in. 
mais BMS . 
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a) On broye 5 g de cellules filtrees dans l'azote liquide et les acides nucleiques 
totaux extraits selon la methode decrite par Shure et al. avec les modifications suivantes: 

- le pH du tampon de lyse est ajuste a PH = 9,0; 

-apres la precipitation par I'isopropanol, le culot est repris dans l'eau et apres 
dissolution, ajuste a 2,5 M Lid. Apres incubation pendant 12 h a °C, le culot de la 
centrifugation d 1 5 min. a 30000g a 4°C est resolubilise. L'etape de precipitation 
par LtCl est alors rep&ee. Le culot resolubiise constitue la fraction ARN des acides 
nucleiques totaux. 

b) La fraction ARN-polyA+ de la fraction ARN est obtenue par chromatographic 
sur colonne oligcMiT cellulose telle que decrite dans "Current Protocols in Molecular 
Biology" . 

c) Synthase d'ADNc double brin a extremite synthetique EcoRI: elle est realisee en 
suivant le protocole du foumisseur des different* reactifs necessaires a cette synthcse sou 
forme d-un ktele "copy kit" de la societe In Vitrogen. 

Deux oligonucleotides simples brins et partieUement complementaires de 
sequences respectives: 
S'-AATTCCCGGG-S' 

5 - CCCGGG- 3' (ce dernier etant phosphoryle) 
sont ligues avec les ADNc double brin a extremites franches. 
Cette ligation des adaptateurs rdsulte en la creation de sites Sma I accoles aux ADNc 
double brin et EcoRI sous forme cohesive a chaque extrelit6 des ADNC double brin. 

d) Creation de la bibliotheque: 

Les ADNc presentant a leurs extremites les sites artificiels cohesife EcoRI sont 
ligues avec le ADNc du bacteriophage XgtlO coupe par EcoRI et dephosphoryle 
selon le protocole du foumisseur Naew England Biolabs. 

Une aliquote de la reaction de ligation a 6t6 encapsidie in vitro avec des extraits 
d'encapsidation: Gigapack Gold selon les instructions du foumisseur, cette librairie 
a et* three en utilisant la bactene R coli C600A/7. la librairie ainsi obtenue est 
ampUfiee et stocked scion les instructions du meme foumisseur et constitue la 
librairie de ADNc de suspension cellulaire de mate BMS. 



35 



3. Criblage de la biblioth^ue de ADNc de suspension celluUire de mils BMS 
avec la sonde EPSP d'Arabidopsis thaliana: 

Le protocole suivi est celui de "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes 1 et 
2, Ausubel F.M. et al , publies par Greene Publishing Associates et Wiley-Interscience 
(1989)(CPMB). En bref, environ 10°" phages recombinants sont Stales sur boite LB a une 
densite moyenne de 100 phages /c m 2- Les plages de lyses sont repliquds en doubles sur 
membrane Hybond N d'Amersham. 
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h) L'ADN a et£ fixe sur les filtres par traitemcnt UV 1600kJ (Stratalinker de 
Stratagene). Les filtres iont ete prehybrides dans: 6xSSC/0,l%SDS/0,25 lait ecreme 
pendant 2h a 65°C. La sonde EPSPS dArabidopsis thaliana a ete marquee au 3 2p„ dCTp 
par "random-priming" selon les instructions du fournisseur (Kit Ready to Go de 
Pharmacia). L'activite spteifique obtenue est de l'order de 10 8 cpm par jig de fragment 
Apres denaturation pendant 5 min a 100°C, la sonde est ajoutee dans le milieu de 
prehybridation et 1'hybridation est poursuivie pendant 14 heures a 55°C. Les filtres sont 
fluorographic 48h a -80°C avec un film KodakXAR5 et des ecrans renforfateurs 
Hyperscreen RPN d'Amersham. L'alignement des spots positifs sur le filtre avec les boites 
d'ou ils sont issus pennet de prelever, sur la boite, des zones correspondant aux phages 
pr&entant une rdpom* dTiybridatinn positive avec la sonde EPSPS QArabidopsis thaliana, 
Cette &ape d'&alement, transfert, hybridation, recuperation est rtpttte jusqu'a ce que tous 
les spots de la bolte des phages successivement purifies se rfvilent positife k 100% en 
hybridation. Une plage de lyse par phage independant est alors pr&evee dans du milieu X 
diluant (Tris-Cl pH= 7,5; MgS04 lOmM; NaCl 0,1M; gelatine 0,1%), ces phages en 
solution constituant les clones positife de 1' EPSP de la suspension cellulaire de mais BMS. 

4. Preparation et analyse de TADN des clones d'EPSP de la suspension cellulaire 
de mais BMS. 

On ajoute environ 5.10 8 phages ft 20 ml de bactdries C600hfl k 2 OD 600nm/ml et 
incutes 15 minutes k 37°C. Cette suspension est alors dilute dans 200ml de milieu de 
croissance des bactiries dans un Erlen de 1 1 et agitte dans un agitateur rotatif k 250 rpm. 
La lyse est constats par clarification du milieu, correspondant k 1 lyse des bactfries 
turbides et se produit apres environ 4 h d'agitationu Ce surnageant est alors traite comme 
decrit dans "Current Protocols in Molecular Biology". L'ADN obtenu correspond aux 
clones dEPSP de la suspension cellulaire de mais BMS. 

Un a deux ng de cet ADN sont coupes par EcoRI et siparfs sur gel d'agarose 
LGTA/TBE (ref. CPMB) a 0,8%. Une derni&re verification consiste k s'assurer que Y ADN 
purifie presente bien un signal dliybridation avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana 
Aprts Mectrophorfese, les fragments d ! ADN sont transfers sur membrane Hybond N 
d'Amersham selon le protocole de Southern dtait dans "Current Protocols in Molecular 
Biology". Le filtre est hybrids avec la sonde EPSPS A'Arabidopsis thaliana selon les 
conditions ddcrites au paragraphe 3 ci-dessus. Le clone prdsentant un signal dliybridation 

vrr h sonde FPSPS d' 4rnhidnp*:t thnlinn^ ' ^ntmnn* 1« nV- V—.r- r^ MTrpf ^ t r • ,pr 
tame estimee sur l t c: cr.viro? ..r- 



5. Obtention du clone pRPA-ML-711: 
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Dix ug de l'ADN du clone phagique contenant 1'insert de ljkpb sont digeres par 
EcoRI et separes sur gel d'agarose LGTA/TBE (ref. CPMB) a 0,8%. Le fragment de gel 
contenant 1'insert de l,7kpb est excise du gel par coloration BET et le fragment est traite a 
la P-agarse selon le protocole du foumisseur New England Biolabs. L'ADN purifte du 
fragment de l,7kpb est Iigue a 12°C pendant 14h avec l'ADN du plasmide pUC 19 (New 
England Biolabs) coupe par EcoRI selon le protocole de ligation decrit dans "Current 
Protocols in Molecular Biology". Deux ul du melange de ligation ci-dessus sont utilises 
pour la transformation d'une aliquote dTE.coli DH10B electro competentes ; la 
transformation se fait par electroporation en utilisant les conditions suivantes: le melange 
de bactenes competentes et et de milieu de ligation est introduit dans une cuvette 
d'dectroporation d'epaisseur 0,2cm (Biorad) prelablement refroidie a 0°C. Les conditions 
physiques de l'electroporation utilisant un electroporateur de marque Biorad sont 2500 
Volts, 25 uFarad et 200 Q. Dans ces conditions, le temps de decharge moyen de 
condensateur est de I'ordre de 4,2 millisecondes. Les bactenes sont alors reprises dans 1 ml 
15 de milieu SOC (ref. CPMB) et agitees pendant 1 neure a 200 rpm sur un agitateur rotatif 
dans des tubes Corning de 15 ml. Apres efcdement sur milieu LB/agar supplement a 100 
ug/ml de carbeniciline, les mini-preparations des clones bacteriens ayant pousse apres une 
nuit a 37 °C est realisee selon le protocole decrit dans "Current Protocols in Molecular 
Biology". Apres digestion par EcoRI de l'ADN et separation en electrophorese sur gel 
d'agarose LGTA/TBE (tit CPMB) a 0,8%, les clones presentant un insert de l,7kpb sont 
conserves. Une derniere verification consiste a s'assurer que 1' ADN purifie presente bien 
un signal d'hybridanon avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana Apres 
l'electrophorese, les fragments d'ADN sont transfixes sur membrane Hybond N 
d'Amersham selon le protocole de Southern decrit dans "Current Protocols in Molecular 
25 Biology". Le filtre est hybridd avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana selon les 
conditions decrites au paragraphc 3 ci-dessus. Le clone plasmidique presentant un insert de 
l,7kpb et hybridant avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana a ete prepaid a plus 
grande echelle et l'ADN resultant de la lyse des bactenes purifi* sur gradient de CsCl ainsi 
que decrit dans "Current Protocols in Molecular Biology". L'ADN punAe" a ete 
30 partiellement sequent avec un kit Pharmacia en suivant les instructions du foumisseur et 
en utilisant comme amorces, les amorces universelles de M13 directes et inverses 
commandees chez le mflme foumisseur. La sequence particlle realisee couvre environ 0,5 
kpb. La sequence derivee en acides amines dans la region de la proline mature (environ 50 
residus acides amines) presente une identite de 100% avec la sequence aminee 
correspondante de IEPSPS mature de mais dicrite dans le brevet am6ricain USP 4 971 
908). Ce clone correspondant a un fragment EcoRI de l,7kpb de l'ADN de 1' EPSP de la 
suspension ceUulaire de mais BMS a 6te nomine pRPA-ML-711. La sequence complete de 
ce clone a 6ti realisee sur les deux brins en utilisant le protocole du kit Pharmacia et en 
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synthetisant des oligonucleotides complementaitres et de direction opposee tous les 250 pb 
environ. La sequence complete de ce clone de 1713 pb obtenue est presentee par SEQ ID 
N° 1. 

5 6. Obtention du clone pRPA-ML-715: 

L'analyse de la sequence du clone pRPA-ML-71 1 et en particulier la comparaison de la 
sequence d' acides amin& derives avec celle de raal's montre une extension de sequence de 
92 pb en amont du codon GCG codant pour 1* Alanine NH2-terminale de la partie mature de 
l'EPSPS de mais (brevet americain USP 4 971 908). De meme une extension de 288 pb en 

10 aval du codon AAT codant pour l'asparagine COOH-terminale de la partie mature de 
l'EPSPS de mais (brevet amiricain USP 4 971 908) est observfc. Ces deux parties 
pourraient corrcspondre, pour rextension NH2-terminale k une portion de la sequence d'un 
peptide de transit pour la localisation plastidiale et pour l'extension COOH-terminale k la 
region 3* non traduite de 1'ADNc. 

15 Afin d'obtenir un ADNc codant pour la partie mature de l'ADNc de l'EPSPS de 

mais, telle que decrite dans 1' USP 4 971 908, les operations suivantes ont 6te realisees: 
a) Elimination de la region 3 f non traduite: construction de pRPA-ML-712: 
Le clone pRPA-ML-711 a 6X6 coupe par Tenzyme de restriction Asel et les extremites 
resultant de cette coupure rendues tranches par traitement avec le fragment de Klenow de 

20 l'ADN polymerase I selon le protocole d6crit dans CPMB, Une coupure par Tenzyme de 
restriction SacII a ensuite 6x6 effective. L'ADN resultant de ces operations a 6X6 s6pare par 
^lectrophortse sur gel d'agarose LGTA/TBE (r£f. CPMB) 1%. 

Le fragment de gel contenant l'insert "Asel-extremites franches/SacIT de 0,4 kpb a 
6x6 excisi du gel et purifte selon le protocole dicrit au paragraphe 5 ci-dessus. L'ADN du 

25 clone pRPA-ML-711 a 6x6 coupi par l'enzyme de restriction Hindm situee dans le 
polylinker du vecteur de clonage pUC19 et les extremites resultant de cette coupure ont 6\6 
rendues tranches par traitement avec le fragment de Klenow de l'ADN polymerase I. Une 
coupure par l'enzyme de restriction SacII a ensuite 6x6 eflfectufe. L'ADN resultant de ces 
manipulations a 6t6 s6pai6 par ilectrophortse sur gel d'agarose LGTA/TBE (ref. CPMB) 

30 0,7%. 

Le fragment de gel contenant 1'insert HindEl-extr&nitfs franches/SacII de environ 
3,7kpb a 6x6 excis6 du gel et purifid selon le protocole decrit au paragraphe 5 ci-dessus. 

Les deux inserts ont 6t6 liguis, et 2 \i\ du melange de ligation ont servi a 
transformer E. coli DHIOB ainsi que decrit plus haut au paragraphe 5 

.iiKii.,- . iiL-, . ^ .^tbiiiiuiuu. ..liieren:.. ....... .... ..a^ 

>ccrnc poui phJ'/i-Aii.. x . dd> ctoac^ piasrniaiquc retenu ujimeni an insert lxoKi 
HmdJIl de 1,45 kpb environ. La sequence des extremites terminales de ce clone revele que 
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rcxtrcmite 5* de 1'insert correspond exactement a I'extr&nitd correspondante de pRPA-ML- 
71 1 et que 1'extremite 3' terminale presente la sequence suivante: 

" 5 , -.. i AAITAAGCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT-3 , 
La sequence souiignee correspond au codon de l'acide amine COOH-terminal 
asparagine, le codon suivant correspondant au codon stop de la traduction. Les nucleotides 
en aval correspondent a des elements de sequence du polylinker de pUCI9. Ce clone 
comprenant la sequence de pRPAML-71 1 jusqu'au site de tenninaison de la traduction de 
l'EPSPS mature de mais et suivie de sequences du polylinker de pUC 19 jusqu'au site 
Hindin a ete nomme pRPA-ML-712. 

b) Modification de I'extremitf 5' de pRPA-ML-712: construction de pRPA- 
ML-715 

Le clone pRPA-ML-712 a 6t6 coupi par les enzymes de restrictions PstI et ffindm. 
L'ADN resultant de ces manipulations a 6t6 sdpari par dlectrophortse sur gel d'agarose 
LGTA/TBE (ref. CPMB) 0,8%. Le fragment de gel contenant 1'insert Pstl/EcoRI de 1,3 kpb 
a 6t6 excise du gel et purifie selon le protocole decrit au paragraphe 5 ci-dessus. Get insert a 
ete mis en ligation en presence de quantite 6quimol&ulaire de chacun des deux 
oligonucleotides partiellement complementaires, de sequence: 

Oligol : 5-GAGCCGAGCTCCATGGCCGGCGCCGAGGAGATCGTGCTGCA-3 1 
Oligo 2: S'-GCACGATCTCCTCGGCGCCGGCCATGGAGCTCGGCTC^' 
ainsi qtfen presence d'ADN du plasmide pUC19 digdrf par les enzymes de restrictions 
BamHI etHindllL 

Deux |al du melange de ligation ont servi & transformer K coli DfflOB ainsi que 
decrit plus haut au paragraphe 5. Aprfcs analyse du contenu en ADN plasmidique de 
difl&renis clones selon la procedure ctecrite ci-dessus au paragraphe 5, un des clones 
prfsentant un insert d'environ 1,3 kpba <§te consent pour analyses ultSrieures. La sequence 
de I'extrtmitf 5' terminale du clone retenu revile que la sequence ADN dans cette region 
est la suivante: sequence du polylinker de pUC19 des sites EcoRI k BamHI, suivi de la 
sequence des oligonucleotides utilises lors du clonage, suivi du reste de la sequence 
prdsente dans pRPAML-712. Ce clone a itt nommfc pRPA-ML-713, Ce clone prfsente un 
codon methionine ATG inclu dans un site Ncol en amont du codon Alanine N-terminal de 
FEPSPSynthase mature. De plus, les codons alanine et glycine de r«tr£mit£ N-terminale 
ont 6t6 conservies, mais modifies sur la troisiime base variable : GCfiGGJ initial donne 
GC£GG£modifid 

Le clone pRPA-ML-713 a 6t& coupd par l'enzyme de restriction Hindin et les 
extr&nites de cette coupure rendues franches par traitement avec le fragment de Klenow de 
la ADN polymerase I. Une coupure par l'enzyme de restriction SacI a ensuite 6t6 effectufe. 
L'ADN resultant de ces manipulations a 6t& separe par electrophone sur gel d'agarose 
LGTA/TBE (r6f. CPMB) 0,8%. Le fragment de gel contenant 1'insert "Hindm-extrtmit&s 
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franches/SacI" de 1,3 kpb a ete excise du gel et purifie selon le protocole decrit au 
paragraphe 5 ci-dessus. Cet insert a ete mis en ligation en presence d'ADN du plasmide 
pUC19 digere par 1'enzyme de restriction Xbal et les extremites de cette coupure rendues 
franches par traitement avec le fragment de Klenow de l'ADN polymerase I. Une coupure 
par 1'enzyme de restriction Sad a ensuite ete effectuee. Deux ul du melange de ligation ont 
servi a transformer E coli DHIOB ainsi que decrit plus haut au paragraphe 5. Apres 
analyse du contenu en ADN plasmidique de differents clones selon la procedure decrite ci- 
dessus au paragraphe 5, un des clones presentant un insert d'environ 1,3 kpb a ete conserve 
pour analyses ulterieures. La sequence des extremites tenninales du clone retenu revele que 
la sequence ADN est la suivante: sequence du polylinker de pUC19 des sites EcoRI a SacL 
suivie de la sequence des oligonucleotides utilises lore du clonage diletee des 4 pb GATCC 
de Fougonucleotide 1 decrit ci-dessus, suivi du reste de la sequence presente dans pRPA- 
ML-712 jusqu'au site Hindffl et sequence du polylinker de pUC19 de Xbal a Hindm. Ce 
clone a iti nommd pRPA-ML-715. 

7) Obtention d'un ADNc codant pour une EPSPS de mats mutee 

Toutes les etapes de mutagenese ont 6t6 realisees avec le U.S.E. mutagenesis kit de 
Pharmacia en suivant les instructions du foumisseur. Le principe de ce systeme de 
mutagenese est le suivant: l'ADN plasmidique est denature par la chaleur et reassocie en 
presence d'un excis molaire d'une part de l'oligonucldotide de mutagenese, et d'autre part 
d'un oligonucleotide permettant d'61iminer un site d'enzyme de restriction unique present 
dans le polylinker. Apres 1'Stape de reassociation, la synthese du brin comptementaire est 
rdalisde par Taction de la T4 ADN polymerase en presence de T4 ADN ligase et de proteine 
du gene 32 dans un tampon approprie" fourni. Le produit de synthese est incute en presence 
de renzyme de restriction, dont le site est suppose avoir disparu par mutagenese. La souche 
d'E. coli presentant, en particulier, la mutation mutS est utilisee comme hflte pour la 
transformation de cet ADN. Apres croissance en milieu liquide, l'ADN plasmidique total 
est prepare, incube" en presence de 1'enzyme de restricUon utilisee precedemment Apres ces 
traitements, la souche d'E. coli DHIOB est utilisee comme hflte pour la transformation. 
L'ADN plasmidique des clones isoles est prepare et la presence de la mutation introduite 
verifige par sequencage. 

A)- modifications de sites on de sequence sans incidence a priori sur le caractere 
de resistance de l'EPSPS de maSs aux produits inhibiteurs competitifs de 1'activit^ 
EPSP synthase: Elimination d'un siteNcol interne de pRPA-ML-715. 

• ■v . -.kk!:. uanim • .on:;:;;.: . ^;iu:.. .tti. ^quenc prcsenic .... .>n. 

.Ncoi en posiuon 1217. L'ohgonucleotide de modificauon du site prcseme la sequence : 
5'-CCACAGGATGGCGATGGCCTTCTCC-3*. 
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Apres sequencage selon les references donnees ci-dessus, la sequence lue apres 
mutagenese correspond a celle de l'oligonucleotide utilise. Le site Ncol a bien <§te elimine 
et la traduction en acides amines dans cette region conserve la sequence initiale presente 
surpRPA-ML-715. 
5 Ce clone a ete nomme pRPA-ML-7 1 6. 

La sequence de 1340 bp de ce clone est presentee SEQ ID N° 2 et SEQ ID N° 3. 

B) modifications de sequence permettant I' augmentation du caractere de 
resistance de I'EPSPS de mais aux produits inhibiteurs competirifs de I'activite EPSP 
synthase. 

1 0 Les oligonucleotides suivants ont ete utilises : 

a) mutation Thr 102 ■» He. 
5'-GAATGCTGGAATCOCAATGCGGCCATTGACAGC-3' 

b) mutation Pro 106 Ser. 

15 5'-GAATGCTGGAACTGCAATGCGGTCCTTGACAGC-3' 

c) mutations Gly 101 Ala et Thr 102 He. 
5'-CTTGGGGAATGCTGCCATCGCAATGCGGCCATTG-3' 

20 d) mutations Thr 102 De et Pro 106 Ser. 

S'-^KjGGAATGCTGGAATCGCAATGCGGTCCTTGACAGC-S' 

Apres sequencage, la sequence lue apres mutagenese sur les trois fragments mutes est 
identique a la sequence de l'ADN parental pRPA-ML-716 a rexception de la region 
25 mutageneisee qui correspond a celle des oUgonucleorides de mutagenese utilises. Ces 
clones ont 6t£ nommes : pRPA-ML-717 pour la mutation Thr 102 He, pRPA-ML-718 
pour la mutation Pro 106 ^ Ser, pRPA-ML-719 pour les mutations Gly 101 •+ Ala et Thr 
102 ■» De et pRPA-ML-720 pour les mutations Thr 102 lie et Pro 106 ■*• Ser. 

La sequence de 1340 bp de pRPA-ML-720 est presentee SEQ ID N° 4 et SEQ ID N° 5 

30 

L'insert NcoI-HindHI de 1395 pb est a la base de toutes les constructions utilisees pour 
la transformation des plantes pour Introduction de la resistance aux herbicides inhibiteurs 
comp&itifc de I'EPSPS et en particulier la resistance au glyphosate. Cet insert sera nommd 
dans la suite des descriptions "le double mutant de I'EPSPS de mais". 



Eremnlf 2; 

Tolerance an glyphosate des differents mutants in vitro. 
2.a: Extraction de I'EPSP synthase. 
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Les differents genes d'EPSP synthases sont introduits sous forme d'une cassette Ncol-Hindm 
dans le vecteur plasmidique P Trc99a (Pharmacia, ref : 27-5007-01) coupe par Ncol et 
Hindlll. Les E coli DHI0B recombinantes surexprimant les differents EPSP synthases sont 
soniquees dans 40 ml de tampon par 10 g de cellules culottees et lavees avec ce meme 
5 tampon (tris HCl 200 mM pH 7,8, mercaptoethanol 50 mM, EDTA 5 mM et PMSF 1 mM), 
auxquels on ajoute 1 g de polyvinylpirrolidone. La suspension est agitee pendant 15 minutes 
a 4°C, puis centrifijgee 20 niinutes a 27000g et 4°C. 

Le surnageant est additionne de sulfate d'ammonium pour amener la solution a 40% de la 
saturation en sulfate d'ammonium. Le melange est centrifuge' 20 minutes a 27000g et 4°C. 

1 0 Le nouveau surnageant est additionne de sulfate d'ammonium pour amener la solution a 70% 
de la saturation en sulfate d'ammonium. Le melange est centrifuge 30 minutes a 27000g et 
4°C. UEPSP synthase, presente dans ce culot rwoteique, est reprise dans 1 ml de tampon (tris 
HCl 20 mM pH 7,8 et mercaptoethanol 50 mM). Cette solution est dialysee une nuit contre 
deux litres de ce meme tampon a 4°C. 

1 5 2.b: Activity enzymatique. 

L'activite de chaque enzyme ainsi que sa resistance au glyphosate est mesuree in vitro sur 10 
minutes a 37°C dans le melange reactionnel suivant: acide maliique 100 mM pH 5,6, 
phosphoenol pyruvate 1 mM, shikimate-3-phosphate 3 mM (prepare selon Knowles P.F. et 
Sprinson D.B. 1 970. Methods in Enzymol 1 7A, 35 1-352 a partir de Aerobacter aerogenes 
20 strain ATCC 25597) et fluorure de potassium 10 mM. L'extrait enzymatique est ajout«5 au 
dernier moment apres l'addiuon de glyphosate dont la concentration finale varie de 0 a 20 
mM. 

L'activite est mesuree par dosage du phosphate libere selon la technique de Tausky H.A. et 
Shorr E. 1953. J. Biol. Chem. 202, 675-685. 
25 Dans ces conditions, I'enzyme sauvage (WT) est inhibee a 85% des la concentration de 0,12 
mM de glyphosate. A cette concentration, I'enzyme mutante connue Serl06 n'est inhibde 
qu'a 50% et les trois autoes mutants Del02, n e 102/Serl06, Alal01/Uel02 ne sont pas ou peu 
inhibees. 

II taut multiplier la concentration de glyphosate par dix, soit 1,2 mM, pour inhiber I'enzyme 
30 mutante Del 02 a 50%, les mutants Ilel02/Serl06, Ala/Ile et Ala n'dtant toujours pas inhibes. 
n taut noter que l'activite des mutants Ala/Ilc et Ala n'est pas inhibee jusqu'a des 
concentrations de 10 mM de glyphosate, et que celle du mutant Ilel02/Serl06 n'est pas 
nMuite meme si la concentration en glyphosate est multipliee par 2, soit 20 mM. 



resistance ues pianics at laodL iraiisiorme;.. 



1 -1 - Transformation. 
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Le vecteur pRPA-RD-173 est introduit dans la souche d'Agrobacterium tumefaciens 
EHA101 (Hood et al.,1987) porteuse du cosmide pTVK291 (Komari et al.,1986). La 
technique de transformation est basee sur la procedure de Horsh et al.(1985). 

1 -2- Regeneration. 

La regeneration du tabac PBD6 (provenance SEITA France) a partir d'explants 
foliaires est realisee sur un milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30g/l de 
saccharose ainsi que 200 ug/ml de kanamycine. Les explants fouaires sont preleves sur des 
plantes cultivees en serre ou in vitro et transformees selon la technique des disques foliaires 
(Science,1985,Vol 227,p. 1229-1 231) en trois etapes successives: la premiere comprend 
1'induction des pousses sur un milieu additionne de 30g/l de saccharose contenant 0,05 
mg/1 d'acide naphtylacetique (ANA) et 2mg/l de bcnzyJammopurine (BAP) pendant 15 
jours. Les pousses formees au cours de cette etape sont ensirite developpees pendant 10 
jours par culture sur un milieu MS additionne de 30g/l de saccharose mais ne contenant 
pas d'hormone. Puis on preleve des pousses developpees et on les cultive sur un milieu 
d'enracinement MS a teneur moitie en sels, vitamines et sucre et ne contenant pas 
d'hormone. Au bout d'environ 15 jours, les pousses enracinees sont passees en terre. 
1-3- Resistance au glyphosate. 

Vingt plantes transformees ont 6t6 regenSnfes et passees en serre pour la construction 
pRPA-RD-173. Ces plantes ont et6 traitees en serre au stade 5 feuilles avec une suspension 
acqueuse de RoundUp correspondant a 0,8kg de matiere active glyphosate par hectare. 

Les resultats correspondent & 1'observation d'indices de phytotoxicitf releves 3 semaine 
aprts traitement Dans ces conditions, on constate que les plantes transformees par la 
construction pRPA-RD-173 presentent une tres bonne tolerance alors que les plantes 
t^moins non transformees sont completement ddtruites. 

Ces resultats montrent clairement ramelioration apportee par l'utilisation d un gene 
cbimere selon rinvention pour un mfime gene codant pour la toWrance au glyphosate. 



Exempli; 4; 

Transformation et selection de cellules de mats. 
30 Des cellules de mais BMS (Black Mexican Sweet) en phase exponentielle de 

croissance sont bombardees avec la contraction pRPA-RD-130 selon le principe et le 
protocole decrit par Klein et al 1987 ( Klein TM, Wolf ED, Wu R and Sandford JC (1987): 
High velocity microprojectiles for delivering nucleic acids into livings cells NATURE vol 
327 p 70-73) 

Deux jours apres le bombardement, les cellules sont transferees sur le meme milieu 
contenant 2mM de N(phosphom6thyl)glycine. 
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Apres 8 semaines de selection sur cc milieu, des cais se developpant sont 
selectionnes puis amplifies et analyses par PCR et revelent clairement la presence du gene 
chimere PTO-EPSPS. 

Les cellules non bombardees et mises en croissance sur le meme milieu contenant 
2mM de N(phosphom&hylglycine) sont bloquees par l'herbicide et ne se developpent pas. 

Lcs plantes transformees selon I'invention peuvent etre utilisces comme parents pour 
i'obtention de lignees et dliybrides ayant le caractere phenotypique correspondant a 
l'expression du gene chimere introduiL 
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Description des constructions des piamides 

pRPA-RD-124; Addition d'un signal de polyadenylation "nos" a pRPA-ML-720 avec 
5 creation d'une cassette de clonage contenant le gene d'EPSPS double mutant de maTs (Thr 
102 -> He et Pro 106 -» Ser). pRPA-ML-720 est digere avec Hind m, traite avec le 
fragment de Klenow de l'ADN polymerase I d'£. coli pour produire une extremite franche. 
On effectue une seconde digestion avec Nco I et le fragment EPSPS est purifie. Le gene 
EPSPS est ensuite ligue avec pRPA-RD-12 purifie (une cassette de clonage contenant le 
10 signal de polyadenylation de la nopaline synthase) pour donner pRPA-RD-124. Pour 
obtenir le vecteur pRPA-RD-12 purifii utile, il a fidlu que celui-ci soit prfalablement 
digfre par Sail, traite avec l'ADN polymerase de Klenow, puis dig6re une seconde fois avec 
Ncol. 

pRPA-RD-125: Addition d'un peptide de transit optimist (PTO) a pRPA-RD-124 avec 

1 5 creation d'une cassette de clonage contenant le gene d'EPSPS cible sur les plasmides. 

pRPA-RD-7 (demande de brevet europeen EP 652 286) est digeree avec Sph I, traite avec 
la T4 ADN polymerase, puis digeree avec Spe 1 et le fragment PTO est purifie. Ce 
fragment PTO est clone dans pRPA-RD-124 qui a ete prealablement digeree par Ncol, 
traite avec l'ADN polymerase de Klenow pour eniever la partie protubdrante 3\ puis 

20 digdree par Spe L Ce clone est alors sequence pour assurer la fusion traductionnelle 
conecte entre le PTO et le gene d'EPSPS. On obrient alors pRPA-RD-125. 

pRPA-RD-130: Addition du promoteur dliistone de maxs H3C4 et de sequences 
d'intron 1 adhl de pRPA-RD-123 (demande de brevet EP 507 698) a pRPA-RD-125 avec 
creation d'une cassette pour expression dans les plantes pour rexpression du gene d'EPSPS 

25 double mutant dans les tissus de monocotyl6dones. pRPA-RD-123 (une cassette contenant 
le promoteur dlustone de maTs H3C4 fusionne avec rintron 1 adhl) est digeree avec Nco I 
et Sac L Le fragment d'ADN contenant le promoteur d€dv6 de pRPA-RD-123 est ensuite 
purifie et ligue avec pRPA-RD-125, qui a dt6 prealablement digere avec Nco I et Sac I. 
pRPA-RD-159: Addition du promoteur double d'histone de darabidopsis H4A748 

30 (demande de brevet EP 507 698 ) a pRPA-RD-125 avec crfation d'une cassette pour 

expression dans les plantes pour Texpression du gene "PTO- gene d'EPSPS double mutant" 
dans les tissus de dicotyledones. pRPA-RD-132 (une cassette contenant le promoteur 
double H4A748 (demande de brevet EP 507 698)) est digdree avec Nco I et Sac I. Le 
fragment purifii du promoteur est ensuite clone dans qui a ete digere avec Eco I et Sac I. 

35 pRPA-RD-173: Addition du gene "promoteur H4A748-PTO-gene d'EPSPS double 

mutant" de pRPA-RD-1 59 dans plasmide pRPA-BL-1 50A (demande de brevet europeen 
508 909) avec creation d'un vecteur de transformation Agrobacterium tumefaciens. pRPA- 
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RD-159 est digere avec Not I et traite avec la polymerase de Klenow. Ce fragment est 
ensuite clone dans pRPA-BL-150A avec Sma I. 
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SEQUENCE LTSTCWi 



IU GENERAL LNbTiRMATLON: 

(t) Al>l>r,[CANT: Lebrun, Michel 

Do Ro«f f Richard T 
Sal Hand, Alain 

ill) TITLE OF INVENTION: S-«nol pycuvyiohikiroate- 3-phosphate 

synthase mutee, gtma oodant pour cette proteine et plantes 
transformees contcnant ce gene 

(iii) NUMBER OF SEQUENCES; 5 

(iv) CORRESPONDENCE ADDRESS: 

(A) ADDRESSEE: Francois Chretien 

(B) STREET: 14 20 rue Pirre Baizet 

(C) CETY: Lyon Cod ok 09 

(E) COUNTRY: France 

(F) ZIP: 69263 

(v) COMPUTER READABLE FORM: 

(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC coapatible 

(C) OPERATING SYSTEM: PC-D08/MS-DOS 

(01 SOFTWARE: Patent In Release #i«a. Version #1.25 

(VI J CURRENT APPLICATION DATA: 

iAi APPLICATION NUMBER: 
fB) FILING DATE: 
IC) CLASSIFICATION: 

(vlil) ATTORNEY/ AGENT INFORMATION : 

(A) NAME: Chretien, Francois 

lix) TELECCfWONICATlON INFORMATION: 
(A) TELEPHONE: (33)72-29-26-46 
IB) TELEFAX: 133)72-29-28-43 



(2) INFORMATION FOR 8EQ ID NOlI: 

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(Ai LENGTH i 1713 base pairs 

(B) TYPEs nucleic add 

(C) 8TRAN0EDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(11) MOLECULE TYPE: cDMA 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Zee aiaye 

(B) STRAIN t Black Mexican Sweet 
(F) TISSUE TYPE: Callus 

(vlil IMMEDIATE SOURCE: 

(A) LIBRARY: lambda gtlO 

(B) CLONE: pKPA-ML-711 



(xl) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:l: 
AATCAATTTC ACACA06AAA CAOCTATQAC CATGATTAOS AATTCGOGOC CGGGCGCGTG 
ATCCGOOSOC GGCAGCGGCG GOGGOSGTGC AGGOGGGTGC OGAOOAGATC GTGCTGCAGC 
CCATCAAGOA GATCTCCQGC ACCGTCAAGC TGCCGGGGTC CAAGTO0CTT TCCAACCGGA 
TCCTCCTACT CGCCGCCCTG TCCGAGGGGA CAACAGTOGT TOATAACCTG CTGAACASTG 
AGGATGTCCA CTACATGCTC GGGGCCTTGA GGACTCTTGG TCTCTCTGTC GAAGCGGACA 
AAGCTGCCAA AAGAGCTGTA GTTGTTGGCT GTGGTGGAAA GTTCCCAGTT GAGGATGCTA 
AAGAGGAAST GCAGCTCTTC TTGGGGAATG CTGGAACTGC AATGCGGCCA TTGACAGCAG 
CTGTTACTGC TGCTGGTGGA AATGCAACTT AOGTGCTTGA TGGAGTACCA AGAATGAGGG 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
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AOAGACOCAT TWCGAGTrO CTTGTCTJGAT TGAAGCAGCT 

tccttggcac tgactc,c:cca ocrrrrrr ottg tcaatggaat 

AtiOTCAAGCT OTCTnOCTCC ATCAGCAGTC AGTACTTGAG 
r .TTT'X*iCTCT TGGGGATfrTG GAGATTGAAA TCATTGATAA 
TCGAAATGAC ATTOAGATTG ATGGAGCGTT TTGGTGTGAA 
GGGACAGATT CTACATTAAG GGAGGTCAAA AATACAAGTC 
AAGGTGA7GC CTCAAGCGCA AGCTATTTCT TGGCTGGTGC 
TGACTGTGGA AGGTTGTGGC ACCACCAGTT TGCAGGGTGA 
TGGAGATGAT GGGAGCGAAG GTTACATGGA CCGAGACTAG 
CGCGGGAGCC ATTTGGGAGG AAACACCTCA AGGCGATTGA 
CIGATGTOGC CATGACTCTT GCTGTGGTTG CCCTCTTTGC 
GAGAOGTGGC TTCCTGGAGA GTAAAGGAGA COGAGAGGAT 
GGGAGCATCT OTTGAGGAAG GGCCGGACTA 
AGAAGCTGAA CGTGACGGOG ATCGACACGT ACGACGAOCA 
O0CT7GCOGC CTGTGOOGAG GTCCCCGTGA CCATCOGGGA 
CCTTCCCCGA CTACT70GAT G7GCTGAGCA CTTTCGTCAA 
ACTACCACGC AGCTTGATTG AAGTGATAGG CTTGTGCTGA 
CTGT7TTTCT CTTTGACGGG ATTAAGTTTT GAGTCTGTAA 
TTTCTATTTC GGATCTTAAG TTTGTGCACT GTAAGCCAAA 
GTTGGAATAA TAAGAATAAT AAATTAOGTT TCAGTGAAAA 
AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAOOCGGGAA TTC 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:2: 

tl! SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH; 1340 base pairs 

(B) Tree: nucleic acid 

(C) STRANDE QNESS : cioubX« 

(D) TOPOLOGY: linear 

(1U MOLECULE TYPE: cONA 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: 2ea nays 

IBi STRAIN: Black Mexican Sweet 

<vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: pRPA-ML-716 

tlx) FEATURE: 

(A) NAME/KEY: CDS 

IB) LOCATION: 6.. 1337 



tgot;cacat 

CGGAGGGCTA 

ATTAATCTCC 
AGCAGAGCAT 
CCCTAAAAAT 
TGCAATTACT 
TGTGAAGTTT 
CGTAACTGTT 
TGTCAACATG 
CGATGGCCCG 
GGTTGCGATC 
CTGCATCATC 
CAOOATGQCC 
CCCTGGGTGC 
GAATTAATAA 
GGAAATACAT 
CGTTAGTTGT 
TTTCATTTCA 
AAAAAAAAAA 



GTTGATTGTT 

CCTGGTOGCA 

A7GGCTGCTC 

ATTCCCTACG 

TCTCATAGCT 

GCCTATGTTG 

GGAGGGACTG 

GCTGAGGTAC 

ACTGGCCCAC 

AACAAGATGC 

ACAGCCATCA 

CGGACGGAGC 

ACGCCGOCGG 

ATGGCCTTCT 

ACCCGGAAGA 

AGCGTGCGAT 

TTCTTTTGTT 

TTGTAGCAAG 

AGAGTGGTTC 

AAAAAAAAAA 



54 0 
600 
6*i0 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1713 



(xl) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2: 

CCATG GCC GGC GCC GAG GAG ATC GTG CTG GAG CCC ATC AAG GAG ATC 
Ala Gly Ala Glu Glu lie Val Leu Gin Pro Ho Lye Glu lie 
1 5 10 

TCC GGC ACC GTC AAG CTG COG GGG TCC AAG TOG CTT TCC AAC CGG ATC 

Ser Gly Thr Val Lya Leu Pro Gly 8er Lye Ser Leu 8nr Asn Arq lie 



47 



95 



C7G AAC AGT GAG GAT GTC CAC TAC A7G CTC GGG GCC TTG AGG ACT CTT 
Lou Asn Ser Glu Asp Val His Tyr Net Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu 



191 
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r, ° « 60 

GOT CrC TCT CTC GAA GCT, GAC AAA GCT GCC AAA AGA OCT tfrA GTT <TT'T 239 
OLy Leu Ser Vn I Glu Ala Asp Lys AU Ala Lyu Arg Ala Val V.i t Vol 
«5 70 71 

GCC TG7 COT GGA AAG TTC CCA GTT GAG GAT GCT AAA GAG GAA GTG CAG 287 
Gly Cys Gly Gly Lya Phe Pro Val Glu Asp Ala Ly* GLu Glu Va I Gin 
•30 85 90 

CTC TTC TTG GGG AAT GCT GGA ACT GCA ATG CGG CCA TTG ACA GCA GCT 3J5 
Leu Phe Leu Gly Asn Ala Gly Thr Ala Met Arg Pro Leu Thr Ala Ala 
95 100 105 110 

GTT ACT GCT GCT GGT GGA AAT GCA ACT TAG GTG CTT GAT GGA GTA CCA 383 
Val Thr Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro 
115 120 125 

AGA ATG AGG GAG AGA CCC ATT GGC GAC TTG GTT GTC GGA TTG AAG CAG 431 
Arg Met Arg Glu Arg Pro lie Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin 
130 135 140 

CTT GGT GCA GAT GTT GAT TGT TTC CTT GGC ACT GAC TGC CCA CCT GTT 479 
Leu Gly Ala Asp Val Aap Cya Phe La a Gly Thr Aap Cya Pro Pro Val 
H5 150 155 

COT GTC AAT GGA ATC GGA GGG CTA CCT GGT GGC AAG GTC AAG CTG TCT 527 
Arg Val Asn Gly Ila Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser 
1«0 165 170 

GGC TCC ATC AGC AGT CAG TAG TTG AGT GCC TTG CTG ATG GCT GCT CCT 575 
Gly Ser Ila Ssr Sar Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro 
175 1B0 165 190 

TTG GCT CTT GGG GAT GTG GAG ATT GAA ATC ATT GAT AAA TTA ATC TCC 623 
Leu Ala Leu Gly Aap Val Glu lie Glu lie lie Asp Lya Leu lie Ser 
195 200 205 

ATT COG TAG GTC GAA ATG ACA TTG AGA TTG ATG GAG CGT TTT GGT GTG 671 
lie Pro Tyr Val Glu Met Thr Lau Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val 
210 215 220 

AAA GCA GAG CAT TCT GAT AGC TGG GAC AGA TTC TAG ATT AAG GGA GGT 719 
Lys Ala Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr He Lya Gly Gly 
225 230 235 

CAA AAA TAG AAG TCC CCT AAA AAT GCC TAT GTT GAA GGT GAT GCC TCA 767 
Gin Lys Tyr Lys Ser Pro Lys Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser 
240 245 250 

AGC GCA AGC TAT TTC TTG GCT GGT GCT GCA ATT ACT GGA GGG ACT GTG 815 
Ser Ala Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ala Ala Ila Thr Gly Gly Thr Val 
255 260 265 270 

ACT GTG GAA GGT TGT GGC ACC ACC AGT TTG CAG GGT GAT GTG AAG TTT 863 
Thr Val Glu Gly Cya Gly Thr Thr Sar Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe 
275 280 285 

GCT GAG GTA CTG GAG ATG ATG GGA GOG AAG GTT ACA TGG ACC GAG ACT 911 
Ala Glu Val Leu Glu Met Met Gly Ala Lya Val Thr Trp Thr Glu Thr 
290 295 300 

AGC GTA ACT GTT ACT GGC CCA COG CGG GAG CCA TTT GGG AGG AAA CAC 959 
Sar Val Thr Val Thr Gly Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lya Kla 
305 310 315 

CTC AAG GCG ATT GAT GTC AAC ATG AAC AAG ATG OCT GAT GTC GCC ATG 1007 
Lau Lya Ala lie Aap Val Asn Met Asn Lys Mat Pro Aap Val Ala Met 
320 325 330 

ACT CTT GCT GTG GTT GCC CTC TTT GCC GAT GGC CCG ACA GCC ATC AGA 1055 
Thr Leu Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg 
335 340 345 350 

GAC GTG GCT TCC TGG AGA GTA AAG GAG ACC GAG AGG ATG GTT GCG ATC 1103 
Aap Val Ala Ser Trp Arg Val Lya Glu Thr Glu Arg Met Val Ala He 
355 360 365 

CGG ACS GAG CTA ACC AAG CTG GGA GCA TCT GTT GAG GAA GGG COG GAC 1151 
Arg Thr Glu Lau Thr Lya Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp 
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J 7 ° 375 J80 

7 AC TCC ATC ATC ACU CCG COO OAO AAG CTG AAC GTG ACT, GCG ATC GAC 1199 
Tyr Cy,; lie Lie Thr Pro Pro Glu Lys Leu Asn Va I Thr Ala Agp 

JH'j J90 

AO; TA.C CAC GAC CAC AGG ATG GCC ATG CCC TTC TCC CTT GCC GCC TGT 12 4 7 

The Tyr A^p A^-p Hi^ Arg Met Ala Met Ala Phe Ser L^'J Ala Ala Cys 
100 405 HQ 

GCC GAG CTC CCC GTC ACC ATC CGG GAC CCT GGG TGC ACC CGG AAG ACC 1295 
Ala Glu Val Pro Val Thr He Arg Asp Pro Gly Cys Thr Arg Lys Thr 
415 420 425 430 

TTC CCC GAC TAC TTC GAT GTG CTG AGC ACT TTC GTC AAG AAT 1337 
Phe pro Asp Tyr Phe Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 
435 440 

TAA 1240 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:3: 

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

<B> TYPEs eiu.no tcld 
ID) TOPOLOGY; linear 

(11) MOLECULE TYPE: protein 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 3: 

Ala Gly Ala Glu Glu lie Val Leu Gin Pro lie Lys Glu He Ser Gly 
15 10 15 

Thr Val Lys Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg lie Leu Leu 
20 25 30 

Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu Leu Asn 
35 40 45 

Ser Glu Asp Val His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu Gly Leu 

50 55 60 

Ser Val Glu Ala Asp Lys Ale Ala Lys Arg Ale Val Val Val Gly Cys 

65 70 75 80 

Gly Gly Lys Phe Pro Val Glu Asp Ala Lys Glu Glu Val Gin Leu Phe 
85 90 95 

Leu Gly Asn Ala Gly Thr Ala Met Arg Pro Leu Thr Ala Ala Val Thr 
100 105 110 

Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro Arg Met 
115 120 125 

Arg Glu Arg Pro lie Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin Leu Gly 
130 135 140 

Ala Asp Val Asp Cys Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val Arg Val 
145 150 155 160 

Asn Gly He Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Lea Ser Gly S«r 
165 170 176 

He Ser Ser Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro Leu Ala 
ISO 185 190 

Leu Gly Asp Val Glu He Glu He He Asp Lys Leu He Ser He Pro 
195 200 205 

Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val Lys Ala 

?1° 7 1 c - ? -> * 



245 



250 



OKI 

255 
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-.r Tyr Phu Usu Ala fity AM Ala XU Thr Ot Y Oly Thr Vol Thr Val 
~ h0 2**5 270 



'Uu my Cy» fiLy thr Thr Sor Leu Gin Gly Asp Val Lyn Phe Ala Glu 

275 280 zqr, 

*mL Leu Glu „ ttt Met Gly A ^ Lys Vgl Thr ^ ^ ^ ^ ^ ^ t 



29? 



300 



Thr val Thr Cly Pro Pro A rg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His Leu Lys 
30j 310 315 320- 

Ala lie Asp val Asn Net Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Met Thr Leu 
3 " 330 335 

Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala lie Arg Asp Val 
340 345 350 

Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala He Arg Thr 
353 360 365 

Glu Leu Thr Lys Leu Gly Ala fier Val Glu Glu Gly Pro Asp Tyr Cys 
370 375 380 

lie lie Thr Pro Pro Glu Lys Leu Asn Val Thr Ala He Asp Thr Tyr 
385 3»0 395 400 

Asp Asp His Arg Mat Ala Met Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cys Ala Glu 
405 4 10 <15 

Val Pro Val Thr H. Arg Asp Pro Gly Cys Thr Arg Lys Thr Phe Pro 
420 425 430 

Asp Tyr Phe Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 
435 440 

(21 INFORMATION FOR SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 1340 base pairs 
(BI TYPE: nucleic add 
(CI STRANDEDHESS : double 
101 TOPOLOGY: linear 

(ill MOLECUTE TYPE : cDNA 

(vi| ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM i Zea mays 

(B) STRAIN: Black Mexican Sweet 

(vil) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: pRPA-ML-720 

(ix> FEATURE: 

(A) NAME/KEY: COS 

(B) LOCATIONS 6.. 1337 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 4: 

CCATG GCC GGC GCC GAG GAG ATC GTG CTG CAG CCC ATC AAS GAG ATC 47 
Ala Gly Ala Glu Glu He Val Leu Gin Pro He Lys Glu He 
1 5 io 

2?° 010 000 666 T0C «° T0Q m TO **C «3G ATC 

Ser Gly Thr Val Lys Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg He 

15 20 25 30 



95 



CTC CTA CTC GCC GCC CTG TOC GAG GGG ACA ACA GTG GTT GAT AAC CTG 143 
Leu Leu Leu Ala Ala Leu Bar Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu 
35 40 45 

CTG AAC ACT GAG GAT GTC CAC TAC ATG CTC GGG GCC TTO AGG ACT CTT 191 
Leu Asn Ser Glu Asp Val His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu 
50 55 60 

GGT CTC TCI GTC GAA GCG GAG AAA GCT GCC AAA AGA GCT GTA GTT GTT 239 
Gly Leu Ser Val Glu Ala Asp Lya Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val 

65 70 75 
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(\nc tot cnr ooa AAr; rrc cca gtt c;ao oat gct aaa r.AG fiAA otg gag ?ei 

My Cyt, <ily tuy. Lyj ^ Pm Val 0lu Ai(f> Ma L (;lu Vfl ^ Qln 

0(1 8«j 90 

crrc ttc rrc; err, aat ixrr oca atc gca ATfj cor: Tcr rr; aca cca r;cr us 

Leu Phe Leu Gly A.-;n AU Gly [le AU Met Arq S*r U-u Thr Ala Ala 
'''' 1-00 iq^ ll0 

im ACT GCT GCT GGT GGA AAT GCA ACT TAC GTG CTT GAT GGA GTA CCA 383 
Val Thr Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val L«u Asp Gly Val Pro 
115 120 125 

AGA ATG AGG GAG AGA CCC ATT GGC GAC TTG CTT GTC GGA TTG AAG CAG 4 31 

Arg Met Arg Glu Arg Pro lie Gly Asp Leu Vol Val Gly Leu Lys Gin 
130 135 140 

CTT GGT GCA GAT CTT GAT TGT TTC CTT GGC ACT GAC TGC CCA CCT GTT 47 9 

Leu Gly Ala Asp Val Asp Cys Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val 

150 155 

CGT GTC AAT GGA ATC GGA GGG CTA CCT GGT GGC AAG GTC AAG CTG TCT 527 
Arg Val Aon Gly He Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser 
1«0 i€5 170 

GGC TCC ATC AGC AGT GAG taC fro AUT GCC TTG CTG ATG GCT GCT CCT 575 
Gly Ser lie Ber flor Gin Tyr Leu Ser Alt Leu Leu Mat Ale Ale Pro 
175 1B0 165 190 

TTG GCT CTT GGG GAT GTG GAG ATT GAA ATC ATT GAT AAA TTA ATC TCC 623 
Leu Ala Leu Gly Asp Val Glu He Glu He He Asp Lys Leu He Ber 
195 200 205 

ATT CCG TAC GTC GAA ATG ACA TTG AGA TTG ATG GAG CGT TTT GGT GTG €71 
He Pro Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Mat Glu Arg Phe Gly Val 
210 215 220 

AAA GCA GAG CAT TCT GAT AGC TGG GAC AGA TTC TAC ATT AAG GGA GGT 719 
Lye Ala Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr lie Lys Gly Gly 
225 230 235 

CAA AAA TAC AAG TCC CCT AAA AAT OCC TAT GTT GAA GGT GAT GCC TCA 767 
Gin Lys Tyr Lys Ser Pro Lys Aen Ala Tyr Vei Glu Gly Asp Ala Ser 
2*0 245 250 

AGC GCA AGC TAT TTC TTG GCT GGT GCT GCA ATT ACT GGA GGG ACT GTG 815 
Ser Ala Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ala Ala He Thr Gly Gly Thr Vel 
255 260 265 270 

ACT GTG GAA GGT TGT GGC ACC ACC AGT TTG CAG GGT GAT GTG AAG TTT 663 
Thr Val Glu Gly Cys Gly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe 
275 2B0 285 

GCT GAG GTA CTG GAG ATG ATG GGA GOG AAG GTT ACA TGG ACC GAG ACT 911 
Ala Glu Val Leu Glu Met Met Gly Ale Lys Val Thr Trp Thr Glu Thr 
290 295 300 

AGC GTA ACT GTT ACT GGC OCA CCG CGG GAG CCA TTT GGG AGG AAA CAC 959 
Ser Val Thr Val Thr Gly pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His 
305 310 315 

CTC AAG GCG ATT GAT GTC AAC ATG AAC AAG ATG CCT GAT GTC GCC ATG 1007 
Leu Lys Ala He Asp Vel Asn Met Aen Lye Met Pro Asp Val Ale Met 
320 325 330 

ACT CTT GCT GTG GTT GCC CTC TTT GCC GAT GGC CCG ACA GCC ATC ASA 1055 
Thr Leu Ale Val Val Ale Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg 
335 340 345 350 

GAC GTG GCT TCC TGG AGA GTA AAG GAG ACC GAG AGG ATG GTT GCG ATC 1103 
Asp Val Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala He 
355 360 365 

<yv* A^r; OAT; r~rp AO" pat r-*n rjrj-v ■ -a; r-yy- r;rv-- 



A; - A.... vXX CCCj GAb AAo iS:~.j A/u, Gib AUj GCti AFC UA,, 
11? Tr.r Pro rio Glu Lyn Lc^ Aar, v'n'i inr Mi n ilv Al^> 
385 390 395 
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ACG TAG GAG GAG CAC AGO ATO GCG ATG GCC TTC TCC CTT GCC GCC TGT 
Thr Tyr Ajnp A«sp HU Arg Mat. ALa Met Ala Phe Ser Leu Ale Aio Cys 
^00 405 4 10 

GCC GAG GTC CCC GTC ACC ATC CGG GAC CCT GGG TGC ACC CGG AAG ACC 
AU Glu Val t?ro Va I Thr lie Arg Asp Pro Gly Cys Thr Ar? Lys Thr 
415 420 425 1J0 

TTC CCC GAC TAG TTC GAT GTG CTG AGC ACT TTC GTC AAG AAT 
Phe Pro Asp Tyr Phe Asp Val Leu Ser Thr Pho Val Lys Asn 
435 440 

TAA 



1247 



1295 



13J7 



1340 



12) INFORMATION FOR SEQ ID NO;5: 

li) SEQUENCE CHARACTERISTICS : 

(A) LENGTH: 444 amino acids 
tB) TYPEr amino acid 
ID) TOPOLOGY: linear 

(ill MOLECULE TYPE: protein 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 5: 

Ala Gly Ala Glu Glu He Val Leu Gin Pro He Lys Glu II v S«r Gly 
1 5 10 15 



Thr Val Lys Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Acn Arg lie Leu Leu 
20 25 30 

Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu Leu Asn 
35 40 45 

Ser Glu Asp Val Hie Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu Gly Leu 
50 55 €0 

Ser Val Glu Ala Asp Lye Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val Gly Cys 
65 70 75 80 

Gly Gly Lys Phe Pro Val Glu Asp Ala Lys GLu Glu Val Gin Leu Phe 
85 90 95 

Leu Gly Asn Ala Gly Il» Ala Net Arg Ser Leu Thr Ala Ala Val Thr 

100 105 no 

Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro Arg Met 
115 120 125 

Arg Glu Arg Pro He Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin Leu Gly 
130 135 140 

Ala Asp Val Asp Cys Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val Arg Val 
1*5 150 1S5 160 

Asn Gly lie Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser Gly Ser 
1€5 170 175 

lie Ser Ser Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro Leu Ala 
180 185 190 

Leu Gly Asp Val Glu He Glu He He Asp Lys Leu He Ser He Pro 
195 200 205 

Tyr Val Glu Net Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val Lys Ala 
210 215 220 

Glu His Ser Asp 8er Trp Aep Arg Phe Tyr He Lys Gly Gly Gin Lys 
225 230 235 240 

Tyr Lys Ser Pro Lys Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser Ser Ala 

245 250 255 

Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ala Ala He Thr Gly Gly Thr Val Thr Val 
2S0 265 270 

Glu Gly Cys Gly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe Ala Glu 
275 280 285 
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Val Lou ULu Mot Met Gly Ala Ly* V*l*Thr trp Thr filu Thr fler Val 
o 'in - n <- 



Al.i tlw A:-p Vn I Atin Mot Asn Lys Met Pro /Vyp L Ala Met Thr Leu 
325 jjo J35 

Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly pro Thr Ala He Arg Asp Val 
340 345 350 

Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala He Arg Thr 
355 360 365 

Glu Leu Thr Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp Tyr Cys 
370 375 380 

lie Tie Thr Pro Pro Glu Lys Lou Asn Val Thr Ala Ho Asp Thr Tyr 
385 39Q 39S 4QQ 

Asp Asp His Arg Met Ala Mot Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cya Ala Glu 



300 



Thr Val Thr G Ly Pro Pro Arg Glu Pro 
JOS 310 



Pho Gly 
315 



Arg Lys His Leu Lys 

320 



405 



410 




rs Thr Phs Pre 
430 




Val Lys 
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REVINDICATIONS 

1. Gene ADN codant pour une 5-enol pyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) 
mutee, caracterise en ce qu'il comprend au raoins une substitution Threonine 102 -> 
Isoleucine. 

2. Gene ADN selon la revendication 1, caracterise- en ce qu'il comprend en plus au 
moins une seconde mutation dans 1'EPSPS, distincte de la premiere. 

3. Gene ADN selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il comprend en plus une 
mutation constituee par une substitution Proline 106 par la Serine. 

4. Gene ADN selon la revendication 2, caractens6 en ce qu'il comprend en plus une 
mutation consntue - par une substitution de la Glycine 101 par 1'Alanine. 

5 Gene ADN selon 1'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il est d'origine 
bacterienne. 

6. Gene ADN selon la revendication 5, caractensd en ce qu'il est issu d'une bacterie du 
genre Salmonella typhimurium. 

7. Gene ADN selon 1'une des revendications 1 a 4, caractense - en ce qu'il est d'origine 
ve'ge'tale. 

8. Gene ADN selon la revendication 7, caractdris£ en ce qu'il est d'origine de mais. 

9. Proteme EPSPS mutee caracterisee en ce quelle comprend au moins une 
substitution de la Threonine 102 par I'isoleucine. 

10. Gene cMmerique comprenant une sequence codante ainsi que des elements de 
regulation en position 5' et 3" necrologues pouvant fonctionner dans les plantes, caractens* 
en ce qu'il comprend, comme sequence codante, au moins une sequence selon 1'une des 
revendications 1 a 8. 

11. Gene chimerique selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il comprend un 
promoteur de virus de plante. 
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12. Gene chim^rique selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il comprend 
un promoteur de plante (ex: a tubuline, histone, introns, actine...). 

13. Vecteur pour la transformation des plantes, caracterise en ce qu'il comprend, 
5 au moins un gene selon Tune des revendications 10 k 12. 

14. Cellule vegetale, caracterise en ce qu'elle comprend au moins un gene 
selon Tune des revendications 10 h 12. 

10 15 - Plante, caracterisee en ce qu'elle est obtenue par regeneration a partir d'une 

cellule selon la revendication 14. 

16. Proc6d£ pour la production de plantes de tolerance am£lior6e k un herbicide 
ayant pour cible l'EPSP synthase, caracterise en ce qu'on transforme des cellules vdgdtales 

15 ou protoplates avec un gene selon Tune des revendications 1 a 8 et qu'on soumet les 
cellules transformees a une regeneration. 

17. Procede de traitement des plantes avec un herbicide ayant 1'EPSPS pour 
cible, caracterise en ce qu'on applique l'herbicide k des plantes selon la revendication 15. 

20 

18. Proc6d6 selon la revendication 17, caractdris6 en ce qu'on applique du 
glyphosate ou un prficurseur du glyphosate. 



